%^l^B£R DIE INTERNATIONALE ZUSAMME^i^I 




(12) NACH DEM VERTRl^Dn^jt uit liM h^kinai lUlNALE ZUSAMMEN^firBEIT AUF DEM GEBIFT nrv: 
PATENTWESENS(PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 

• • pJEWTli ----- 

(19) Weltorganisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Biaro 

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum (10) Internationale Veroffentlichungsnummer 

1- lVlar2 2001 (01,03,2001) pcj WO 01/14407 A2 

(51) Internationale Patentklassifikaiion^: C07K I/OO [DEC^E]; Riedgrasweg 70. 70599 Stuttgan (DE). MAIER, 

Klaus [DE/DE]; Paracelsusstrasse 79, 70599 Stuttgan 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EPOO/07763 ^^E)- 

(22) Internationales Annieldedatum: ^74) Anwalte: OTTEN, Hajo usw.; Witte, WeUer & Partner, 

10. August 2000 ( 10.08.2000) Postfach 105462, 70047 Stuttgart (DE). 

(25) Einreichungssprache: Deutsch ^^^^ Bestimmungsstaaten (national)', JP, US, 

(26) VerofTentlichungssprache: Deutsch ^^stimmungsstaaten (T-eg/owc/;: europaisches Patent (AT, 

BE, CH, CY, DE, DK, ES, H, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, 

(30) Angaben zur Prioritat: 

199 39 2463 19. August 1999 (19.08.1999) DE ^ 

^ Ver(Sffentliclit: 

n\\ A««,^i^^^//- // n . Ohne imernationalen Recherche nbericht iind erneut "u 

17, 72070 Ttibingen (DE). „ ^ , 

Zar trklanmg der Zweibuchstaben-Codes. und der anderen 
(72) Erfinder- und Abkurzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on 

' ,_. C**^^ "id Abbreviations") am AnfangJederreffuldrenAussabe 

(75) Erfinder/Anmelder (nw fiir US): KIEFER. Hans der PCT-Gazette verwiesen. Sutaren Ausgabe 



(54) Title: REFOLDING OF MEMBRANE PROTEINS 

(54) Bczeichnung: RUCKFALTUNG VON MEMBRANPROTEINEN 



l^J-n invention relates to a method forpioduciiig membrane proteins or receptors which are refolded into their native 

Ti- InordertoinduTu^rrfo^! 
5 1*^^;::^'^^^,,^" Examples axe provided foriSh^Si 

O 2ntoS'„'Z!l™''"'""f ^ ^^"^ HersteUung von in ihre native Struktur gefalteten Membranproteinen Oder Re- 

S "2^'^t°r^''"J'".^'='^'»«^^^ UmeineFaltungderProteineinihre 

> S^^^i""''""^\^''.'^^"'^I^'^^^»''g<«»«» Sowohlfardaserstealsauchfiirdas 
zweite Detergens werden Beispiele angegeben. 



wo 01/14407 



PCT/EPOO/07763 



Riickfal-fcuna von Membranproteinen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstel- 
lung von in ihre native oder aktive Struktur gefalteten Protei- 
nen aus der Gruppe, die Membranproteine, insbesondere Rezepto- 
ren, vorzugsweise aus der Familie der G-proteingekoppelten Re- 
zeptoren, sowie Teilsequenzen, homologe Sequenzen, mutierte Se- 
quenzen und abgeleitete Sequenzen der Membranproteine und Re- 
zeptoren umfaJ3t, itiit den Schritten: 

Bereitstellen von in einem ersten Detergens solubilisier- 
tem Protein, und 

Austausch des ersten Detergens' gegen ein zweites Deter- 
gens, das die Faltung des Proteins in dessen native oder 
aktive Form induziert. 
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Fiir Membranproteine ist ein derartiges Verfahren aus dem Arti- 
kel "Refolding of Escherichia coll produced membrane protein 
inclusion bodies immobilised by nickel chelating chromatogra- 
phy", Rogl et al. in FEBS Letters 432 ( 1998) 21-26, bekannt. 

Ein Verfahren zur Riickfaltung von Rezeptorprotein ist aus dem 
Artikel "Expression of an Olfactory Receptor in Escherechla co- 
ll'. Purification, Reconstitution, and Ligand Binding" von . Kie- 
fer et al. in Biochemistry 35 (1996) 16077-16084, bekannt. 

Den beiden Verof f entlichungen liegt das Problem zugrunde, daJ3 
Membranproteine, zu denen auch die Rezeptoren gehdren, zwar in 
groBer Menge mit Hilfe von Express ions vektoren in Bakterien 
produziert werden konnen, daB das produzierte Protein jedoch 
nicht "aktiv" ist. Das Protein wird namlich nicht in die Mem- 
bran integriert sondern liegt zunachst im denaturierten Zustand 
vor und mufl durch einen Detergensaustausch in die native oder 
aktive Struktur (ruck)gef altet werden. Die Aggregate von 
-inaktivem" Protein werden in der englischsprachigen Literatur 
als inclusion bodies bezeichnet. 



Fur die Membranproteine Toc75 und LHCP beschreiben Rogl et al. 
ein Verfahren, bei dem als erstes Detergens N-Lauroylsarcosin 
und als zweites Detergens Triton X-100* verwendet wurden. Durch 
den Austausch des chaotropen durch das . milde Detergens ergab 
sich eine Riickfaltung des aggregierten Proteins. 

GemaB Kiefer et al. wurde ein G-proteingekoppelter Geruchsre- 
zeptor durch Detergensaustausch von N-Lauroylsarcosin in Digi- 
tonin wahrend der Bindung an eine Nickelsaule in die aktive 
Struktur iiberfiihrt. 
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In beiden Fallen konnte gezeigt warden, daJ3 das zunachst in 
Form von inclusion bodies vorliegende aggregierte Protein zu- 
nachst in einem denaturierenden Detergens solubilisiert: und 
dann durch den beschriebenen Detergensaustausch in seine aktive 
Struktur iiberfiihrt werden konnte, die durch entsprechende Bin- 
dungsmessungen verifiziert wurde. 



An Membranproteinen, insbesondere an Rezeptoren in nativer oder 
aktiver Form besteht nicht nur wissenschaftliches sondern auch 
grofles kommerzielles Interesse, denn die Membranproteine sind 
Bestandteile aller biologischen Membranen und verleihen den 
verschiedenen zellularen Membranen ihre Spezifitat, sind insbe- 
sondere fur den Stoff- und Reizaustausch verantwortlich. 

Die spezifische Erkennung einer chemischen Verbindung durch den 
zugehorigen Rezeptor hat z.B. zur Folge, daJ3 die Zielzelle ih- 
ren physiologischen Zustand andert. Darum sind Rezeptoren die 
wichtigsten Zielmolekule fur Medikamente, ca. 3/4 aller im Han- 
del befindlichen Pharmaka wirken auf Rezeptoren, die meisten 
davon wiederum auf sogenannte G-proteingekoppelte Rezeptoren, 
die im menschlichen Genom mehrere hundert Vertreter haben. 

Fiir die Entwicklung von spezifischen Antikorpern, von Medika- 
menten etc. ist es vor diesem Hintergrund sehr wiinschenswert, 
Membranproteine, insbesondere Rezeptoren in aktiver oder nati- 
ver Struktur in groBen Mengen zur Verfugung zu haben. Da diese 
Proteine im Gewebe jedoch nur in sehr geringer Konzentration 
vorkommen, ist es erforderlich, ein System zur rekombinanten 
Uberexpression der Membranproteine und Rezeptoren einzusetzen. 
Hierzu kann zum einen in eukaryotischen Zellen (Sauger- oder 
Insektenzellen) f unktionelles Protein erzeugt werden, die Sy- 
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Stem sind jedoch teuer, und die Expressionsraten sind niedrig/ 
was ebenfalls von Nachteil ist. Auch bei der bakteriellen Ex- 
pression kann man f unktionelles Protein erhalten, allerdings 
ist hier die Expressionsrate in der Regel noch niedriger als 
bei eukaryotischer Expression. 

Vor diesem Hintergrund beschreiben die beiden eingangs erwahn- 
ten Veroffentlichungen Verfahren, bei denen das Protein im 
Zellinneren exprimiert wird, wo es jedoch aggregiert, also 
nicht funktionell vorliegt. Der Vorteil dieser Methode liegt 
darin, daJ3 sehr grofle Mengen an Protein hergestellt werden kon- 
nen, Kiefer et al. berichten, dai3 bis zu 10 % des Zellproteins 
und damit 100-10.000 mal mehr Protein als mit anderen Ex- 
pressionssystemen hergestellt werden kann. Die dabei erzeugten 
inclusion bodies, uber die auch Rogl et al. berichten, miissen 
dann zunachst solubilisiert und durch den eingangs bereits be- 
schriebenen Detergensaustausch in ihre native oder aktive 
Struktur uberfiihrt werden. 

Selbstverstandlich richtet sich das kommerzielle Interesse 
nicht nur auf Membranproteine und Rezeptoren in ihrer naturlich 
vorkommenden Sequenz, vielmehr sind auch Teilsequenzen, homolo- 
ge Sequenzen, mutierte Sequenzen oder abgeleitete Sequenzen von 
Membranproteinen und Rezeptoren Gegenstand dieser Erfindung, 
denn sie ermoglichen je nach FunktionalitSt nicht nur Einblicke 
in die Struktur von Membranproteinen und Rezeptoren, sondern 
auch ein rationales Medikamentendesign . 

In diesem Zusanunenhang sei erwahnt, dafl die DNA-Sequenz fur 
viele Rezeptoren bekannt ist, derartige Sequenzen sind in der 
EMBL-Datenbank enthalten. Da diese DNA-Sequenzen me is tens keine 



wo 01/14407 



5 



PCT/EPOO/07763 



Introns enthalten, laJ3t sich die kodierende Sequenz uber PCR 
aus genomischer DNA oder uber RT-PCR aus mRNA herstellen. Diese 
DNA kann dann in einen entsprechenden Expressionsvektor klo- 
niert werden. 

Unbekannt ist jedoch die Struktur des Translationsproduktes , so 
dafi die Bereitstellung von erf indungsgegenstandlichen Proteinen 
in ausreichender Menge Kristallisationsexperimente etc. ermog- 
licht, um die Struktur weiter aufzuklaren. 

Es sei noch erwahnt, dai3 eukaryotisch und bakteriell exprimier- 
te Rezeptoren durch die Glykosylierung unterschieden werden 
konnen. G-proteingekoppelte Rezeptoren besitzen namlich am N- 
Terminus eine oder mehrere Glykosylisierungsstellen, die im 
endoplasmatischen Retikulum oder spater in Golgi-Apparat mit 
einem Oligosaccharid modifiziert werden. Bakterien modifizieren 
diese Sequenzen dagegen nicht. 

Durch Behandlung eines Teil des Proteins mit N-Glykosidase F 
Oder N-Glykosidase A kann der Saccharidanteil abgespalten wer- 
den, so daJ3 auf einem SDS-Gel eine unterschiedliche Lauflange 
fur Protein vor und nach dieser Behandlung zu erkennen ist, 
wenn das Protein in eukaryotischen Zellen exprimiert wurde. Bei 
bakteriell exprimiertem Protein sind keine Lauf langenunter- 
schiede erkennbar. 

Obwohl die in den eingangs erwahnten Verof f entlichungen be- 
schriebenen Verfahren zur Herstellung von Membranprotein bzw. 
Rezeptorprotein zu aktiven Strukturen fuhren, sind die be- 
schriebenen Verfahren nach Erkenntnis der Erfinder der hier 
vorliegenden Anmeldung insofern nicht zuf riedenstellend, als 
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die Ausbeutie niedrig und das Verfahren schlecht reproduzierbar 
ist- 

Vor diesem Hintergrund ist es Aufgabe der vorliegenden Erfin- 
dung, das eingangs erwahnte Verfahren dahingehend weiterzubil- 
den, daJ3 bei guter Reproduzierbar keit eine hohe Ausbeute des 
Proteins in aktiver oder nativer Struktur erreicht wird. 

Erf indungsgemaB wird diese Aufgabe dadurch gelost, daJ3 das 
zweite Detergens ausgewahlt ist aus der Gruppe: 

Alkyl-N^N-dimethylglycin (Alkyl = C8-C16) 

Alkylglykoside (Alkyl = C5~CI2, auch verzweigtkettige oder 
cyclische Alkylreste, glycosid = Alle Mono- und Disaccha- 
ride) 

Sacchar id-Fettsaureester ( bspw . Sucrosemonododecanoat ) 

Alkylthioglycoside (Alkyl = C5-C12, auch verzweigtkettige 
Oder cyclische Alkylreste, glycosid = Alle Mono- und 
Disaccharide lait S- statt 0-glycosidischer Bindung) 

Gallensauren (Cholat, Deoxycholat) und Derivate (bspw. 
CHAPS, CHAPSO) 

Glucamide (MEGA- 8 bis -10, HEGA) 

Lecithine und Lysolecithine (bspw. DHPC, C12-Lysolecithin) 
Alkyl-Phosphorylcholin (Alkyl = CIO - C16). 
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Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe wird auf diese Weise 
vollkommen gelost. 

Die Erfinder der vorliegenden Anmeldung haben namlich erkannt, 
daJ3 die geringe Ausbeute und mangelnde Reproduzierbarkeit bei 
den bekannten Verfahren auf das zweite Detergens zuriickzufiihren 
ist. Uberraschenderweise ergeben sich namlich deutlich hohere 
Ausbeuten und reproduzierbarere Ergebnisse, wenn das zweite De- 
tergens aus der oben erwahnten Gruppe ausgewahlt ist. Dabei ist 
darauf zu achten, daJ3 das zweite Detergens in seiner Endkonzen- 
tration oberhalb der kritischen micellaren Konzentration liegt. 
Dieser cmc-Wert gibt die Konzentration einer amphiphilen Micel- 
len-bildenden Struktur in Wasser an, oberhalb derer sich Micel- 
len bilden. Der cmc-Wert spiegelt also im Prinzip die Loslich- 
keit eines Detergens' in Wasser wieder. Oberhalb des cmc-Wertes 
ist die Konzentration geloster Detergens -Monomere konstant. 

Die cmc-Werte einiger Detergentien sind beschrieben in der Ver- 
offentlichung "Detergents: An Overview" J.M. Neugebauer in Me- 
thods in Enzymology 182 (1990), Seiten 239-253. 

Dabei ist es besonders bevorzugt, wenn als zweites Detergens 
Alkyl-Phosphorylcholin mit einer Kettenlange von C10-C16 einge- 
setzt wird. Die Erfinder der vorliegenden Anmeldung haben er- 
kannt, daJ3 insbesondere bei G-proteingekoppelten Rezeptoren 
dieses Detergens fur eine hohe Proteinausbeute in ruckgefalte- 
ter Struktur sorgt. 

GemaJ3 eigener Messungen der Erfinder betragen die cmc-Werte fiir 
Alkyl-Phosphorylcholin mit einem Alkylrest von C12, C13, C14 
bzw. C16 500, ISO, 50 bzw. 5 fiM. 
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Angesichts der Tatsache, daJ3 nur wenige Detergentien iiberhaupt 
in der Lage sind, Membranproteine oder gar Rezeptoren stabil in 
LSsung zu halten, ist es umso uberraschender , daJ3 Alkyl- 
Phosphorylcholin, dessen Verwendung fiir G-proteingekoppelte Re- 
zeptoren bisher in der Literatur nicht beschrieben wurde, sogar 
in der Lage ist, eine Riickfaltung in die native Struktur zu in- 
duzieren. Ixn Falle eines Adenosinrezeptors konnten die Erfinder 
nachweisen, daJ3 der riiclcgef altete Rezeptor native Bindungsei- 
genschaften aufweist, wenn als zweites Detergens Alkyl- 
Phosphorylcholin eingesetzt wird. Auch fur andere Rezeptoren 
konnte die Riickfaltung mit einem der Detergentien aus der oben 
genannten Gruppe gezeigt werden. 

Dabei ist es bevorzugt, wenn das Protein in Form von inclusion 
bodies in einer mit einem Expressionsvektor trans formierten 
Zellinie produziert wird, in den ein fur das Protein kodieren- 
des Gen kloniert ist, wobei das Protein vorzugsweise Teil eines 
Fusionsproteins ist und vor oder nach dem Detergensaustausch 
von dem Fusionsprotein abgespalten wird. 

Die Expression der fur das erfindungsgegenstandliche Protein 
kodierenden DNA-Sequenz als Fusionsprotein hat gegenuber der 
direkten Expression ohne Tragerprotein den Vorteil, dai3 dieses 
das gewUnschte, jedoch expressionssysteraf remde Protein vor Ab- 
bau durch Proteasen schiitzt und zu einem hoheren Expressions- 
niveau fuhren kann. Insbesondere durch die Verwendung von 
Glutathion-S-Transf erase (GST) als Tragerprotein wird die Los- 
lichkeit von in groBen Mengen exprimierten Proteinen in der 
Wirtszelle erhoht und die Isolierung. erleichtert . Das Trager- 
protein kann ferner zur Reinigung von Fusionsproteinen benutzt 
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werden, wenn geeignete Antikorper vorliegen. Gleiches gilt fiir 
aff initatschroxnatographische Reinigungsverf ahren • 

Dabei ist es waiter bevorzugt, wenn die inclusion bodies aufge- 
reinigt und durch Zusatz des ersten Detergens solubilisiert 
werden, wobei das erste Detergens ausgewahlt ist aus der Grup- 
pe: 

N-Lauroylsarcosin, Dodecylsulf at , andere geladene Detergentien 
Oder Harnstoff bzw. Guanidiniumchlorid in Kombination mit gela- 
denen oder ungeladenen Detergentien. 

Wichtig ist dabei, dai3 die Bedingungen, um das Protein in L6- 
sung zu bringen, denaturierend sind, so daB sie die Ausbildung 
der nativen Struktur nicht ermoglichen* 

Dabei ist es insgesamt bevorzugt, wenn das zweite Detergens in 
einem Faltungspuf f er mit gemischten Lipid/Detergensmicellen 
vorliegt, wobei der Faltungspuf fer vorzugsweise das zweite De- 
tergens und Phospholipid aus einer natiirlichen Quelle, vorzugs- 
weise einen Lipidextrakt aus Gewebe enthalt, in dem das Protein 
natiirlicherweise vorkommt. 

Hierbei ist von Vorteil, daJi gegeniiber der Verwendung von rei- 
nen Detergensmicellen die Ausbeute an nativem Protein noch ver- 
bessert werden kann. Den Lipidextrakt aus dem Gewebe, in dem 
der Rezeptor natiirlicherweise vorkommt, kann man auch simulie- 
ren, indem Lipide mit einer ahnlichen Zusammensetzung verwendet 
Oder gemischt werden. 
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Bezuglich des Detergensaustausches ist es bevorzugt, wenn die- 
ser durch Dialyse- oder Ultraf iltrationsverf ahren, bzw. uber 
chromatographische Verfahren oder durch Verdunnen des solufaiii- 
sierten Proteins in einen das zweite Detergens enthaltenden 
Puffer erfolgt. 

Die insoweit beschriebenen Verfahren zum Detergensaustausch 
smd untereinander austauschbar and bieten jedes fur sich spe- 
zifische Vorteile beziiglich der Handhabung, der Verf ahrensdauer 
sowie der erreichbaren Ausbeute. 

Nach dem Detergensaustausch muJ3 in dem Protein noch zumindest 
exne konservierte Disulf idbriicke ausgebildet werden, was vor- 
zugsweise durch Zugabe einer Mischung aus oxidiertem und redu- 
ziertem Glutathion erfolgt. 

Das gefaltete Protein kann ferner in Proteoliposomen eingebaut 
werden, die kiinstlich hergestellte Vesikel sind und eine funk- 
tionstiichtige Einheit darstellen. Mit Hilfe dieser gezielt her- 
gestellten Proteoliposomen konnen bestinunte Prozesse an den 
Membranproteinen/Rezeptoren gezielt untersucht werden. 

Vor diesem Hintergrund betrifft die vorliegende Erfindung fer- 
ner Proteoliposomen mit nach dem obigen Verfahren hergestelltem 
Protein. 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung eines 
Detergens • zur Herstellung von in ihre native oder aktive 
Struktur gefalteten Proteinen der oben beschriebenen Art, wobei 
das Detergens ausgewahlt ist aus der Gruppe: 
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Alkyl-N.N-dimethylglycin (Alkyl = ca-C16) 

Alkylglykoside (Alkyl = C5-C12, auch verzweigtkettige oder 
cyclische Alkylreste, glycosid = Alle Mono- und Disaccha- 
ride) 

Sacchar id-Fettsaureester ( bspw . Sucrosemonododecanoat ) 

Alkylthioglycoside (Alkyl - C5-C12, auch verzweigtketitige 
Oder cyclische Alkylreste, glycosid = Alle Mono- und 
Disaccharide mit S- statt 0-glycosidischer Bindung) 

Gallensauren (Cholat, Deoxycholat) und Derivate (bspw. 
CHAPS, CHAPSO) 

Glucamide (MEGA-8 bis -10, HEGA) 

Lecithine und Lysolecithine (bspw. DHPC, C12-Lysolecithin) 

Alkyl-Phosphorylcholin (Alkyl = CIO - C16). 

Weitere Vorteile ergeben sich aus der nachstehenden Beschrei- 
bung bevorzugter Ausf iihrungsbeispiele . 

Es versteht sich, daJ3 die vorstehend genann^ten und die nach- 
stehend noch zu erlauternden Merkmale nicht nur in den jeweils 
angegebenen Kombinationen, sondern auch in anderen Kombina- 
tionen oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den Rahmen 
der vorliegenden Erfindung zu verlassen. 
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Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Beschreibung einzel- 
ner Beispiele naher erlautert. 

Beispiel 1 ; Herstellen eines Expressionsvektors mit cDNA 

fur Rezeptorprotein 

Die DNA-Sequenzen fiir diverse Rezeptorproteine und auch Mem- 
branproteine sind in der EMBL-Datenbank enthalten, sie weisen 
zumeist keine Introns auf. Mit Hilfe von Primern kann also die 
erforderliche DNA uber PGR aus genomischer DNA Oder iiber RT-PCR 
aus mRNA hergestellt werden. 

Diese DNA wird dann in einen Expressionvektor kloniert, der zur 
Expression eines Fusionsproteines konstruiert wurde. Das Tra- 
gerprotein kann bspw. Glutathion-S-Transf erase (GST) sein, wie 
dies in dem eingangs erwShnten Artikel von Kiefer et al. be- 
schrieben ist, wo ein Fusionsprotein aus dem Rezeptor 0R5 und 
GST erzeugt wurde. Der Expressionsvektor wird in eine Zellinie 
trans formiert, die das Fusionsprotein exprimiert. Das Protein 
wird dabei nicht in die Membran eingebaut, sondern liegt zumin- 
dest zum Teil aggregiert in Form von inclusion bodies in Zyt- 
plasma vor und ist somit nicht korrekt gefaltet. 

Beispiel 2: Isolierung von exprimiertem Protein 

Die CDNA eines der folgenden Rezeptoren wird in-frame in den 
Vektor pGEX2a-c-His kloniert: AO-Adenosinrezeptors aus dem Hai 
Squalus acanthias, menschlicher beta-2-adrenerger Rezeptor, 
menschlicher Neuropeptid YYl-Rezeptor , menschlicher Neuropeptid 
YY2-Rezeptor , menschlicher Melanocortin-l-Rezeptor , menschli- 
cher Oxytocinrezeptor . Dieser Vektor enthalt hinter dem Tac- 
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Promoter die Sequenz, die fur Glutathion-S-Transf erase und eine 
darauffolgende Thrombinspaltstelle kodiert, dann eine Polylin- 
kersequenz und schlieJ31ich sechs Histidincodons und ein Stopco- 
don. 



Die Vektoren werden in den E. coli-Stainm BL21 transf ormiert . 
Die Proteinexpression wird durch Zugabe von IPTG induziert und 
die Zellen werden nach weiteren drei Stunden geerntet. Nach Ly- 
sozymbehandlung und Ultraschallauf schluB werden die Membranen 
und inclusion bodies durch Zentrif ugation von den loslichen 
Proteinen abgetrennt. 

Beispiel 3 ; Solubilisierung des Proteins und saulenchroma- 

tographischer Detergensaustausch 

Die inclusion bodies werden durch Zugabe von 1,5 % n- 
Lauroylsarcosin bei 0°C solubilisiert und mit einem Puffer 
(0,1 % Alkyl(C14 )phosphorylcholin) auf das funffache Volumen 
verdiinnt. Zu dieser Losung gibt man Thrombin und inkubiert 16 
Stunden bei ZCC, um den Rezeptor von GST abzuspalten. An- 
schlieBend werden unlosliche Zellbestandteile abzentrifugiert. 

Der tiberstand wird auf Ni-NTA-Agarose (Qiagen) gegeben und eine 
Stunde lang bei 4»C inkubiert, wobei der Rezeptor an die Nik- 
kelmatrix bindet. Danach uberfuhrt man das Nickelmaterial in 
eine Saule und wSscht zum Detergensaustausch mit einem Puffer, 
der 0,01 % Alkyl (C14 )phosphorylcholin als zweites Detergens 
enthait. Dadurch werden das N-Laurolylsarcosin (erstes Deter- 
gens) und kontaminierende Proteine entfernt. 
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Beispiel 4: Rekonstitution des Proteins 

Zur Rekonstitution lost man eine Lipidmischung , die aus 70 % 1- 
Palniitoyl-2-oleoylphosphatidylcholin und 30% l-Palmitoyl-2- 
oleoylphosphatidylglycerol besteht, zusanunen mit der doppelten 
(w:w) Menge Dodecylmaltosid in Chloroform und entfernt das L6- 
sungsmittel im Vakuum. Darauf gibt man das gereinigte Protein 
aus Beispiel 3 und inkubiert mindestens eine Stunde lang. Das 
Detergens wird uber eine Polystyrensaule {Calbiosorb von Cal- 
biochem) entfernt, worauf sich Liposomen mit inkorporiertem Re- 
zeptor bilden (Proteoliposomen) . 

Durch Ligandenbindungsmessungen konnte gezeigt werden, daJ3 der 
Rezeptor in nativer Struktur vorliegt. 

Beispiel 5 ; Detergensaustausch mit Lipid/Detergensmicellen 
Es werden folgende Stammlosungen angesetzt; 

Cholesterol, Sigma C8667, 100 mg/ml in CHCI3 
- Schafhirnphospholipid, Sigma P4264, 100 mg/ml in CHCI3 

Sojabohnenlecithin, Sigma P3644, 100 mg/ml in CHCI3 

100 mg von Alkyl(C16)-Phosphorylcholin in 50 ml-FlSschen, 
gelost in 1-2 ml CHCI3; Zugabe von 28 Cholesterolstamm- 
losung, 32 til Schaf hirnphospholipid-Stammiasung, 40 ^cl So- 
jabohnenlecithin-Stammlosung; CHCI3 abdampfen und wenig- 
stens 30 Minuten bei weniger als 15 mbar trocknen; Zugabe 
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von 1 ml Wasser, um eine klare Losung zu erhalten 
(Detergens-Stammlosung, 100 mg/ml) 

Thrombin, Sigma T4648, 1.000 u/ml in HjO, gelagert bei 
-20°C 

Sarcosyl: 10 % N-Lauroylsarcosin in HjO, autoklaviert 

10 X PBS: 200 mM Natriumphosphat , 1,5 M NaCl, pH 7 , 0 

2 ml 3 % Sarcosyl werden in PBS aufgenommen und auf Eis gela- 
gert. 2 ml inclusion bodies aus Beispiel 2 zugeben und schut- 
teln sowie eine Minute mit Ultraschall behandeln. Unmittelbar 
danach 16 ml 0,1 % Detergens-Stammlosung in PBS hinzugeben. 

Bereits hier erfolgt ein Detergensaustausch, Sarcosyl wird un- 
ter den cmc-Wert verdunnt, wahrend die Endkonzentration von Al- 
kyl(C16)phosphorylcholin oberhalb des cmc-Wertes liegt. 

Nach Zugabe von 15 u Thrombin wird die Ldsung uber Nacht bei 
20 "C gehalten, um das Fusionsprotein zu spalten. 

Danach wird die Losung fiir 30 Minuten bei A'C mit 40.000 UPM 
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. 

Zu dem Uberstand werden 20 mM Imidazol aus einer 1 M- 
Staroitaosung (pH 7,0) hinzugegeben. Diese Losung wird zu ent- 
sprechend auf gereinigtem Saulenmaterial Ni-.NTA superflow 
(Qiagen) hinzugegeben und in einem Kuhlraum (4-8»C) fur eine 
Stunde mSflig rotiert, um ein Absetzen des Materials zu verhin- 
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dern. Auf diese Weise bindet das Rezeptorprotein an das Saulen- 
material . 

Danach wird das Saulenmaterial fur eine Minute bei 2.000 UPM 
zentrifugiert und der iiberstand soweit entfernt, daJ3 der ver- 
bleibende iiberstand dem Bettvolumen entspricht. Ni-NTA Agarose 
wird aufgenoimnen und in eine SSule gegeben. Mit einer FluBrate 
von 2 ml/min wird mit 40 ml einer 0,01 % Detergens-Stammlosung 
m PBS gewaschen, wodurch ein weiterer Detergensaustausch unter 
Beachtung der cmc-Werte erfolgt. 

Die Saule wird dann mit 10 ml von PBS/0,01 % Detergens- 
Stammlosung /O, 3 M imidazol eluiert und die bei 280 nm absorbie- 
renden Fraktionen gesammelt. 

Daraufhin erfolgt fur vier Stunden eine Dialyse gegen 2. 1 PBS 
bei 4»C, sowie Zugabe von 1 mM GSH/0,1 mM GSSG aus einer 100 x 
Stammlosung in Wasser. 

Die LQsung wird dann fur 48 Stunden bei 4<»C gelagert, woraufhin 
durch Flufldialyse die Adenosinbindung nachweisbar war, der Re- 
zeptor lag also in nativer Form vor. 

^^^^P^^"' Riickfaltung des beta-2-adrenergen Rezeptors 

durch Detergensaustausch ohne Reinigung des 
Proteins 

Die inclusion bodies mit enthaltenem beta-2-adrenergen Rezeptor 
aus Beispiel 2 werden durch Zugabe von 1,5% N-Lauroylsarcosin 
bei 0-C solubilisiert und mit dem lOfachen Volumen einer LSsung 
von 0,1% Dodecyl-i3-D-maltosid in 20mM Na-Malonatpuf f er pH 6,0 
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verdUnnt. Anschliessend wird Thrombin (50 Einheiten pro Milli- 
gramm Protein) zugegeben und eine Stunde lang bei 20 »C inku- 
biert. Nach Zentrifugation gibt man den Uberstand auf einen Li- 
pidfilm wie in Beispiel 4 und rekonstituiert das Protein in 
Proteoliposomen . 

Die erfolgreiche RUckfaltung wird durch Messung der Bindung ei- 
nes floureszierenden Liganden des beta-adrenergen Rezeptors 
(BODIPY-TMR-CGP 12177 von Molecular Probes) nachgewiesen . 
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ParenHansDriiche 

Verfahren zur Herstellung von in ihre narive oder alc^ive 
Struktur gefalteten Proteinen aus der Gruppe, die Membran- 
proteine, insbesondere Rezeptoren, vorzugsweise aus der 
Famiiie der G-proreingekoppelten Rezsptoren, sowie Teilse- 
quenzen, homologe Sequenzen, mutierUe Sequenzen und abge- 
leitete Sequenzen der Membranproteine und Rezeptoren um- 
faJJt, rait den Schritten: 

Bereitstelien von in einem ersten Detergens solubi- 
lisiertem Protein, und 

Austausch des ersten Detergens ' gegen ein zweites 
Detergens, das eine Faltung des Proteins in dessen 
native oder aktive Form induziert, 

dadurch gekennzeichnet , daJ3 das zweite Detergens ausge- 
wahlt ist aus der Gruppe: 

Alkyl-N,N-dimethylglycin (Alkyl = C8-C16) 

Alkylglykoside (Alkyl = C5-C12, auch verzweigtketti- 
ge Oder cyclische Alkylreste, glycosid = Alle Mono- 
und Disaccharide) 
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Saccharid-cer-csaursescer (bspw. Sucrosemoncdodeca- 
noat) 

Alky Ltiiiogiyco side (Alkyl = C5-C12, auch ver- 
zweigrkertige oder cyciische Aikylrests, giycosid = 
Alle Mono- iind Disaccharide mit S- atatt 0- 
glycQsidischer 3indung) 

Gallensauren (Cholat, Deoxychoiat:) und Derivana 
(bspw. CHAPS, CEAPSO) 

Giucamide (MEGA-a bis -10, H2GA) 

- Lecithins und LysoLeciuhine (bspw. DHPC, C12- 
Lyso lecithin) 

Alkyl-Phosphcrylcholin (Alkyl = CIO - CIS). 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daJ3 das 
zweite Detergens in einem Faltungspuf f er mit gemischtan 
Lipid/Detergensmicellen vorliegt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Faltungspuf fer das zweite Detergens und Phospholipid aus 
einer natiirlichen Quelle, vorzugsweise einen Lipidextrakt 
aus Gewebe enthalt, in dem das Protein natiirlicherweise 
vorkomnit . 
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Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gelcennzeichnet:, dafl der 
Detargensausrausch durch Dialyse- ader Ultraf iitirariona- 
verfahren erfolgt:. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gelcennzeichnet , daJ3 der 
Detrergensausrausch iiber ein chromarographisches Verfahren 
erfolgr . 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dai3 der 
Detergensausrausch durch Verdiinnen des soiubiiisiertien 
Proreins in einen das zweire Detergens enrhaltienden Puffer 
erfolgr. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6 , dadurch ge- 
kennzeichnet:, daJ3 nach dem Deiiergensaustausch in dern Pro- 
tein zumindest eine konservierte Disulf idbriicke ausgebil- 
det wird, vorzugsweise durch Zugabe einer Mischung aus 
oxidiertem und reduziertem Glutathion. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 1, dadurch ge- 
Jcennzeichnet, dafl das gefaltete Protein in Proteoliposomen 
eingebaun wird. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet , daJ3 das Protein in Form von inclusion bodies 
in einer mit einem Expressionsvektor trans formierten Zel- 
linie produziert wird, in den ein fiir das Protein kodie- 
rendes Gen kloniert ist. 



Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet , daB das Protein Teil eines Fusionsproteins 
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isn and vor Oder nach dem Derergensaustausch von dem Fusi- 
onsprorein abgespaiten wird. 

11. Verfahren nacii Anspruch 9, dadurch gekennzeichner, daB die 
inclusion bodies auf gereinigi: und durch Zusarz des ersren 
Detergens soluhilisiejr:: warden* 



12. Verfahren nach eineiti der Ansprliche 1 bis 11, dadurch ge- 
Jcennzeichnen, daJ3 das erst:e Derergens ausgewahlt isr aus 
der Gruppe N-Lauroylsarcosin, Dodecylsulf ar , anders gela- 
dene Derergennien oder Harnsroff bzw. Guanidiniumchlorid 
in Kombination mit geiadenen oder ungeladenen Decergen- 
tiien. 



13. Verfahren nach eineiti der Anspriiche 1 bis 12, dadurch ge- 
Icennzeichnet, daB das zweite Detergens oberhalb der Icriti- 
schen itiicellaren Konzentration eingesetzt wird. 



14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch ge- 
kennzeichnet, daJ3 als zweites Detergens Alkyl- 
Phosphorylcholin mit einer Kettenlange von C10-C16 einge- 
setzt wird. 



15. Proteoliposomen mit nach dem Verfahren nach einem der An- 
spriiche 1 bis 14 hergestelltem Protein. 

16. Verwendung eines Detergens* zur Hersteliung von in ihre 
native oder aktive Struktur gefalteten Proteinen aus der 
Gruppe, die Membranproteine , insbesondere Rezeptoren, vor- 
zugsweise aus der Familie der G-proteingekoppelten Rezep- 
toren, sowie Teilsequenzen, homologe Sequenzen, mutierte 
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Sequexxzen and abgeieirere Sequenzen der Memfaranpratieiae 
and Resepraren unfa^H, dadurch gekennseiciinet:, dai3 das De- 
tergens ausgewahln isw aus der Gruppe: 

AlkyL-N.S-dimerliylglycin (Alkyl = C3-C16) 

Alkylglykoside (Alkyl = C5-C12, auch verzweigHketitii-^ 
ge Oder cyclische Alkyireste, glycosid = Aile Mono- 
und Disaccharide) 

- Saccharid-Fetmsaareesrer ( bspw . Sucrosemonododeca- 
noat) 

Alkyltihioglycoside (Aikyl = C5-C12, auch ver- 
zweigtiketnige Oder cyclische Alkylrestie, glycosid = 
Alle Mono- und Disaccharide mit S- sratit: O- 
glycosidischer Bindung) 

- Gallensauren (Cholat, Deoxycholat) und Derivate 
(bspw. CHAPS, CHAPSO) 

Glucamide (MEGA-S bis -10, HEGA) 

• Lecithine und Lysolecithine (bspw. DHPC, C12- 
Lysolecithin) 



Alkyl-Phosphorylcholin (Alkyl = CIO - C16). 
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nicht der Aniagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 

4. EmNNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtern noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Infonnation). 



1st einem ausgewahlten Amt eine Obersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muB diese 
Obersetzung auch Ubersetzungen aller Aniagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 



Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 
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Cardenas, C 
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Fonnblatt PCT/IPEA/416 (JuH 1992) 



VERTRAG UBER 



INTERNATIONALE ZUSAfflHiENARBEIT AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzerchen des Anmelders Oder Anwalts 
3443P100WO HO/SW 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intematlonalen 
vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EPOO/07763 



Internationales Anmeldedatum/Tag/AfonafrC/artr; 
10/08/2000 



Prioritatsdatum (Tag/MonatTTag) 

1 9/08/1 999 



Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassiflkation und IPK 
C07K1/00 



Anmelder 

M-PHASYS GMBH 



1 . Dieser internationale vorlauflge Prufungsberlcht wurde von der mit der Intematlonalen voriSufigen Priifung beauftraqten 
Behbrde erstellt und wird denn Anmelder gemSB Artikel 36 ubermlttelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt Insgesamt 5 Blatter eInschlleBllch dieses Deckblatts. 

Kl AuBerdenr) liegen dem Berlcht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde llegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 4 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I ^ Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

□ Keine Erstelfung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderlsche Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

□ Mangelnde EInheitlichkeit der Erfindung 

IS Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit,.der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerbhchen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

□ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

□ Bestimmte Mangel der intematlonalen Anmeldung 
S Bestimmte Bemerkungen zur intematlonalen Anmeldung 



III 
IV 



VI 
VII 
VIII 



Datum der Einreichung des Antrags 



10/03/2001 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
29.11.2001 



Name und Postanschrift der mit der intematlonalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt - P.B. 5818 Patentlaan 2 
(^)) NL-2280 HV Rijswijk - Pays Bas 

Tel. +31 70 340 - 2040 Tx: 31 651 epo nt 
Fax: +31 70 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Masturzo, P 

Tel. Nr. +31 70 340 2275 




Formblatt PCT/lPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/07763 



1. Grundlage des Berichts 

^' Ani^'^'^ZT^tTSf'^"^^ (Ersatzblatter, die dam Anmeldeamt auf sine 

P^S^tr.^ w l''^' ^"'^^'^^^ 9^"^" ''^ ^^"^^^ dieses Berichts als "ursprunglich 

BeSSunTs^ten ' ^'"'^^"'"ff^" ^^^^^/^ ^0. 16 Ld 70 17)): 



1-17 



ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

^■"'^ eingegangen am 14/11/2001 mit Schreiben vom 09/11/2001 



^' diSSo'IfL^ "^"^ vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache in der 

rt^srptn^tS^^^^^^^ 

ein^gl^tr ^^^^^^^ sictr " ^^^'^^""^ ^^^^ ^P-^^ 

° Regef 23 .nb?r "^'^ ^^"'^'^ '"t«^"«tionalen Recherche eingereicht worden ist (nach 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48 3(b)) 

° ^^^^:::S:S!;^^ ''^ "^^^^^ -ntemationalen vori.ufigen PrOfung eingereicht worden 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Amlnosaureseauenz ist die 
Internationale vorlaufige PrCifung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durohgerOhiTwoStr^^^^ 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftllcher Form enthalten Ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Forni eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

° nln?'^''""^' "^fuT nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 

Offenbarungsgehalt der intemationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt 

° Sinn^r.^'^'^f ''i^ computerlesbarer Form erfassten Infomiationen dem schriftlichen 
sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ AnsprQche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Jul! 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EPOO/07763 



5. □ DieserBerichtistohneBerucksichtigung(voneinigen)derAnderungenersteiltworden da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehart!n de^ u spSch 
emgereichten Fassung hinausgehen (Regal 70.2(c)). ""gsgenaii in aer urspmnglich 

ttufOgBny^^'' ^"^^^^9en enthalten. ist unter Punkt 1 hinzuweisen.sie sind diesem Bericht 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begriindete Feststellung nach Artfkel 35(2) hinsichtllch der Neuheit, der erfinderischen Tatiakelt und H«r 
gewerbhchen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stmiung dVes^Festete^^^^^^^ 



Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja: Anspriiche 1-14 

Nein: Anspruche 15-16 

Ja: Anspruche 1-14 

Nein: Anspruche 15-16 

Ja: Anspruche 1-16 
Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

i^'^vn^p^ f P^tentansP'-fche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Um ang durch d,e Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken- Anspruche 
siene Deiolatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt2) (Jull 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/07763 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: Bjochemical Society Transactions 27, Juli 1999, S. A141; 

D2: FEBS Letters, 432, SS. 21-26; 

D3: J. Blol.Chem. 262(10), pages 4486-44-91 (1987): 

D4: J. Bioi.Chem. 267(9) pages 5811-16 (1992); 

D5: Biochemistry 35, pages 16077-16084 (1996); 

D6: EP-A-334278 (Bredt & Fuchte); 

D7: DE-A-3014189 (EMBL); 

D8: WO-A-940057 (Pasteur Merieux); 

D9: EP-A-321606 (Immuno AG); 

D10: WO-A-9810789 (Connaught). 

D10 wurde falschlich im Recherchenbericlit als WO-A-9819789 en^/ahnt. 

Die vom Anmelder vorgefuhrte Argumente und Beschrankungen genugen, die Neuheit 
und erfinderische Tatigkeit fur den Gegenstand der Anspruche 1 bis 14 zu 
gewahrieisten. In Gegenteil werden Anspruche 15 und 16 beanstandet, da dessen 
Gegenstand nicht neu bzw. erfinderisch ist. In der Tat sind in D1 und D5 gereinigte und 
ruckfaltete, G-protein-gekuppelten Rezeptoren, die in Fettliposome rekonstltuiert 
werden sind. Ubrigens ist die Rekonstituierung in Liposome die ubiiche Weise, 
IVIembranprotein (worunter Rezeptoren) in reinem Zustand zu bereiten. AuBerdem wird 
der Gebrauch von Alkylglykosiden in Riickfaitung von G-protein-gekuppelten 
Rezeptoren in D1 and D5 enwahnt. 



Zu Punkt VIII 

Bestlmmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Der Anmelder hat nicht verdeutlicht, was unter "Teilsequenzen, homologe Sequenzen 
usw." (Anspruche 1 und 16) zu verstehen ist. Daher werden Anspruche 1 und 16 laut 
Art. 6 und Regel 6 PCT beanstandet, da sie nicht vollstandig deutlich sind 



Fonmblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt i) (EPA-April 1997) 




z 

Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA-April 1997) 



# 



PCT/EPOO/07763 
M-phasys GmbH 



09. November 2001 
3443P100WO HO/MF-uh 



1. 



Paten- fcansprii^ ho 

Verfahren zur Herstellung von in ihre native Oder aktive 
Struktur gefalteten Proteinen aus der Familie der G- 
proteingekoppelten Rezeptoren, von Teilsequenzen, homolo- 
gen Sequenzen, mutierten Sequenzen und abgeleiteten Se- 
quenzen der G-proteingekoppelten Rezeptoren, mit den 
Schritten: 



Bereitstellen von in einem ersten Detergens solubi- 
lisiertem Protein, und 



2. 



- Austausch des ersten Detergens- gegen ein zweites 
Detergens, das eine Faltung des Proteins in dessen 
native oder aktive Form induziert, 

dadurch gekennzeichnet, daB das zweite Detergens ausge- 
wdhlt ist aus den Alkylglykosiden (Alkyl = C5-C12, auch 
verzweigtkettige oder cyclische Alkylreste, glycosid = al- 
ls Mono- und Disaccharide) und den Alkyl-Phosphoryl- 
cholinen (Alkyl = ClO - C16) . 

verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn.eichnet, daB das 
zweite Detergens in einem Faltungspuf f er mit gemischten 
Lipid/Detergensmicellen vorliegt. 
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4. 



5. 



6. 



7. 



8. 



Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dal3 der 
Faltungspuffer das zweite Detergens und Phospholipid aus 
einer natur lichen Quelle, vorzugsweise einen Lipidextrakt 
aus Gewebe, enthalt, in dem das Protein natur licherweise 
vorkoittmt . 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dai3 der 
Detergensaustausch durch Dialyse- oder Ultraf iltrations- 
verfahren erfolgt. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daJ3 der 
Detergensaustausch uber ein chromatographisches Verfahren 
erfolgt. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl der 
Detergensaustausch durch Verdiinnen des solubilisierten 
Proteins in einen das zweite Detergens enthaltenden Puffer 
erfolgt. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daJ3 nach dem Detergensaustausch in dem Pro- 
tein zumindest eine konservierte Disulf idbriicke ausgebil- 
det wird, vorzugsweise durch Zugabe einer Mischung aus 
oxidiertem und reduziertem Glutathion. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das gefaltete Protein in Proteoliposomen 
eingebaut wird. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, daJ3 das Protein in Form von inclusion bodies 
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in einer mit einem Expressionsvektor trans formierten 
Zellinie produziert wird, in den ein fiir das Protein ko- 
dierendes Gen kloniert ist. 

10. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daJ3 das Protein Teil eines Pusionsproteins 
ist und vor Oder nach dem Detergensaustausch von dem Fusi- 
onsprotein abgespalten wird. 



11 



12 



Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daJ3 die 
inclusion bodies aufgereinigt und durch Zusatz des ersten 
Detergens solubilisiert werden. 

Verfahren nach einem der 2^sprUche 1 bis 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das erste Detergens ausgewahlt ist aus 
der Gruppe N-Lauroylsarcosin, Dodecylsulf at, andere gela- 
dene Detergentien oder Harnstoff bzw. Guanidiniumchlorid 
in Kombination mit geladenen oder ungeladenen Detergen- 
tien. 



13. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, daJ3 das zweite Detergens oberhalb der kriti- 
schen micellaren Konzentration eingesetzt wird. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als zweites Detergens Alkyl-Phosphoryl- 
cholin mit einer Kettenlange von C10-C16 eingesetzt wird. 

15. Proteoliposomen mit nach dem Verfahren nach einem der An- 
spruche 1 bis 14 hergestelltem Protein. 
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Verwendung eines Detergens • zur Herstellung von in ihre 
native oder aktive Struktur gefalteten Proteinen aus der 
Familie der G-proteingekoppelten Rezeptoren, von Teilse- 
quenzen, homologen Sequenzen, mutierten Sequenzen und ab- 
geleiteten Sequenzen der G-proteingekoppelten Rezeptoren, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Detergens ausgewahlt ist 
aus den Alkylglykosiden (Alkyl = C5-C12, auch ver- 
zweigtkettige oder cyclische Alkylreste, glycosid = Alle 
Mono- und Disaccharide) und den Alkyl-Phosphorylcholinen 
(Alkyl = CIO - C16). 
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VERTRAGi^ER DIE INTERNATIONALE ZUSMIM EN ARBEIT 
DEM GEBIET DES PATENTVVj^NS 



Absender INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



An 

WITTE, WELLER & PARTNER 
Z.H. OTTEN, Hajo 
Postfach 105462 
70047 Stuttgart 

GERMANY J.;, FTO/PCT Ric'd 1 


MITTEILUNG OBER DIE UBERMITTLUNG DES 
INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHTS 
ODER DER ERKLARUNG 

9 FEB 200^^ (Regel44.1 PCT) 


Absendedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 28/03/2001 


Aktenzefchen des Anmelders Oder Anwalts 
3443P100W0 HO/sw^^ 


WEITERES VORGEHEN siehe Punkte 1 und 4 unten 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/07763 -^ 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 10/08/2000 ^ 


Anmelder 

M-PHASYS GMBH 



1 . [x] Denn Anmelder wird mitgeteilt, daR der internationale Recherchenbericht erstellt wurde und ihm hiermit (ibermittelt wird. 

Einreichung von Anderungen und einer Erklarung nach Artikel 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspruche der Internationalen Anmeldung andern (slehe Regel 46): 

Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betrSgt ubiicherwelse zwei Monate ab der Ubermittlung des 
internationaien Recherchenberichts; weitere Einzelheiten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo sind Anderungen einzureichen? 

Unmittelbar beim Internationalen Buro der WlPO, 34, CHEMIN des Colombettes, CH--121 1 Gent 20, 
Telefaxnr.: (41-22) 740.14.35 

Nahere Hinweise sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2. Q .Dem Anmelder wird mitgeteilt, da3 kein Intematlonaler Recherchenbericht erstellt wird und daB Ihm hIermIt die Erklarung nach 

Artikel 17{2)a) ubermittelt wird. 



□ 



Hinsichtllch des WIderspruchs gegen die Entrichtung einer zusatzlichen Gebuhr (zusatzlicher Gebiihren) nach Regel 40.2 wird 
dem Anmelder mitgeteilt, daB 

I I der Widerspruch und die Entscheldung hieruber zusammen mit seinem Antrag auf Ubermittlung des Wortlauts sowohl des 
' — ' WIderspruchs ais auch der Entscheldung hieruber an die BestimmungsSmter dem Internationalen Biiro ubermittelt worden 
sind. 

□ noch keine Entscheldung uber den Widerspruch vorliegt; der Anmelder wird benachrichtigt, sobald eine Entscheldung 
getroffen wurde. 

Weiteres Vorgehen: Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nach Ablauf von 18 Monaten seit dem Prioritatsdatum wird die Internationale Anmeldung vom Internationalen Buro veroffent- 
licht. W^l der Anmelder die Veroffentlichung verhindern Oder auf einen spatereri Zeltpunkt verschieben, so mufl gemalB Regel 90 
bzw. 90r^'!3 vor AbschluB der technischen Vorbereitungen fur die internationale Veroffentlichung eine Erklarung uber die Zurucknah- 
me der internationalen Anmeldung Oder des Prioritatsanspruchs beim Internationalen Buro eingehen. 

Innerhalb von 19 IVIonaten selt dem Prioritatsdatum 1st ein Antrag auf Internationale vorlauflge Prufung^ einzureichen, wenn der 
Anmelder den EIntrItt in die nationale Phase bis zu 30 Monaten selt dem PriorltStsdatum (in manchen Amtern sogar noch linger) 
verschieben mCchte. 

Innerhalb von 20 Monaten seit dem Prioritatsdatum mu(3 der Anmelder die fur den Eintritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
Handlungen vor alien Bestlmmungsamtern vornehmen, die nicht innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum in der 
Anmeldung Oder einer nachtraglichen AuswahlerklSrung ausgewdhlt wurden Oder nicht ausgewShlt werden konnten, da fur sie 
Kapitel 11 des Vertrages nicht verbindtlch 1st. 




Name und Postanschrift der internationalen Recherchenbehorde 

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Geertruida Groeneveld-Van der Spek 



Formblatt PCT/lSA/220 (Juli 1998) 



(Siehe Anmerkungen auf Beiblatt) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



A. KLASSIF1ZIERUNG DES ANMELDI 

IPK 7 C07K1/113 



GEGENSTANDES 



Internationales Aktenzeichen 

j^T/EP 00/07763 



Nacti der Intemationaien Patentklassifikation (iPK) odernach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C07K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen. soweit diese unter die recherchierten Geblete fallen 



Wafirend der intemationaien Recherche konsultrerte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. venA/endete Suchbegriffe) 

WPI Data, CHEM ABS Data, BIOSIS 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" Bezeichnung der Veroffentlichung. soweit erforderlich unter Angabe der In Betracht konnmenden Telle 



Betr. Anspnjch Nr. 



H ROGL ET AL.: "Refolding of Escherichia 
coli produced membrane protein inclusion 
bodies immobilized by nickel chelating 
chromatography" 
FEBS LETTERS, 

Bd. 432, Nr. 1, 1998, Seiten 21-26, 

XP002130408 

AMSTERDAM NL 

in der Anmeldung erwahnt 

das ganze Dokument 

-/-- 



1-16 



Weltere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patentfamilie 



" Besondere Kategorlen von angegebenen Veroffentlichungen : 
"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

*E' alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem intemattonalen 
Anmekjedatum veroffentlicht worden Ist 

"L' Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenberlcht genannten Veroffentlichung beiegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben Ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung. die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung. eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezleht 

•P' Veroffentlichung. die vor dem intemationaien Anmeldedatum. aber nach 
dem beanspruchten Priorttalsdatum veroffentlicht worden ist 



'T' Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationaien Anmekjedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden Ist und mit der 
Anmeldung nrcht kotlldiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundetiegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

'X' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Verdffenttichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer TStlgkeit beruhend betrachtet werden 

*Y' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatlgkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer Oder mehreren anderen 
Ver5ffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

■&■ Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationaien Recherche 



14. Marz 2001 



Absendedatum des intemationaien Recherchenberichts 



28/03/2001 



Name und Postanschrift der lntematk>nalen Recherchenbehdrde 

Europdisches Paten tamt P. B. 5818 Patentlaan 2 

NL - 2280 HV Rijswlik 

Tel. (+31 -70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 

Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevoltmachtigter Bediensteter 



Masturzo, P 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGHSEHENE UNTERLAGEN 



I Inter 

M 



Internationales Aktenzeichen 

T/EP 00/07763 



Kategorie* I Bezeichnung der VeroffentUchung, sowelt erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspfuch Nr. 



H KIEFER ET AL.: "Expression of an 
olfactory receptor in Escherichia coli: 
purification, reconstitution and ligand 
binding" 
BIOCHEMISTRY. , 

Bd. 35, Nr. 50, 1996, Seiten 16077-16084, 
XP002130409 

AMERICAN CHEMICAL SOCIETY. EASTON, PA., US 

ISSN: 0006-2960 

in der Anmeldung erwahnt 

das ganze Dokument 

WO 98 19789 A (CONNAUGHT) 

14. Mai 1998 (1998-05-14) 
das ganze Dokument 

EP 0 334 278 A (BREDT ET AL.) 
27. September 1989 (1989-09-27) 
Anspruch 1 

WO 95 03069 A (NORTH AMERICAN VACCINE 
INC.) 2. Februar 1995 (1995-02-02) 
Bel spiel 6 

DE 30 14 189 A (K SIMONS & A HELENIUS) 

15. Oktober 1981 (1981-10-15) 
das ganze Dokument 

WO 94 00557 A (CNRS) 

6. Januar 1994 (1994-01-06) 

das ganze Dokument 

S TANDON & P M HOROWITZ: "Detergent 

assisted refolding of guanidinium 

chl or i de-denatured" 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY., 

Bd. 262, Nr. 10, 1987, Seiten 4486-4491, 

XP002089255 

AMERICAN SOCIETY OF BIOLOGICAL CHEMISTS, 
BALTIMORE, MD. , US 
ISSN: 0021-9258 
das ganze Dokument 

G ZARDENETA & P M HOROWITZ: 

"Micelle-assisted protein folding" 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY., 

Bd. 267, Nr. 25, 1992, Seiten 5811-5816, 

XP000262801 

AMERICAN SOCIETY OF BIOLOGICAL CHEMISTS, 
BALTIMORE, MD. , US 
ISSN: 0021-9258 
das ganze Dokument 

-/-- 
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C.(Fortsettung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 




Kaiegorie" 


Bezeiclinung der Veroffentlichung, sowelt erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


3etr. Anspruch Nr. 


V 


X 


EP 0 321 606 A (IMMUNO AG) 
28. Juni 1989 (1989-06-28) 
das ganze Dokument 


16 


si 


0,P, 
X 


H KIEFER ET AL.: "Refolding of, 

G-protein-coupled receptors from inclusion 

bodies produced in Escherichia coli" 

BIOCHEMICAL SOCIETY TRANSACTIONS., 

Bd. 27, Nr. 6, Dezember 1999 (1999-12), 

Seiten 908-912, XP000991446 

COLCHESTER, ESSEX, GB 

ISSN: 0300-5127 

das ganze Dokument 
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J 

1 


o,x 


H KIEFER ET AL.: "Refolding of G 
protein-coupled receptors from Inclusion 
bodies " 

BIOCHEMICAL SOCIETY TRANSACTIONS., 

Bd. 27, Juli 1999 (1999-07), Seite A141 

XP002162857 

COLCHESTER, ESSEX, GB 

ISSN: 0300-5127 

das ganze Dokument 
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G^ER DIE INTERNATIONALE ZUS^I 
MF DEM GEBIET DES PATENTV^E 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



MENARBEIT 
NS 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
3443P100W0 HO/sw 


\/y£lj£fl£3 siehe Mitteilung uber die Ubermlttlung des internationalen 

Recherchenberlchts (Formblatt PCT/ISA/220) sowIe, sowelt 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/07763 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

10/08/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

19/08/1999 


Anmelder 

M-PHASYS GMBH 



DIeser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Reclierchenbehorde ersteilt und wird dem Anmelder gemSB 
Artikel 18 ubermlttelt. Eine Kople wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherclienbericht umfafit insgesamt _4 Blatter. 

nn Daruber iiinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericlit genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Reclnerche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofem unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



2. 
3. 



Die Internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behdrde eingereichten Obersetzung der intemationalen 
Anmeldung (Rege! 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolis durchgefuhrt worden, das 

I I In der Internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthaiten ist. 

zusammen mitder internationalen Anmeldung In computerlesbarer Form eingereicht worden Ist. 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden Ist. 
bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die ErklSrung, dalB das nachtrSgilch elngerelchte schrlftliche Sequenzprotokoll nicht iiber den Offenbarungsgehalt der 

internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgeiegt. 

Die Erklarung, da3 die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

I I wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
PC] wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 
RUCKFALTUNG VON MEMBRANPROTEINEN DURCH VERWENDUNG ZWEIER UNTERS CHI EDLI CHEN 
DETERGENT I EN 

5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld Hi angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
] I Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. — 
I I wie vom Anmelder vorgeschlagen |^ 
[ I weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I weit diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



keine der Abb. 
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^l4^KUNGEN ZU FORMBLATT PCT/IS 



Diese Anmerkungen solien grundlegende Hinweise zur Einreichung von Anderungen gemftB Artikel 1 9 geben. Diesen Anmerkungen 
liegen die Erfordernisae des Vert rags Qber die Internationale Zusammenafbeit auf dem Qebiet des Patentwesens (PCT), der AusfOhrungs- 
ordnung und der VerwaltungsrichUinien zu diesem Vertrag zugrunde. Bei Abweichungen zwischen cfiesen Anmerlotngen und 
obengenannten Texten sind letztere maGgebend. N^here Einzelheiten sind dem PCT-Leitfaden fOr Anmelder, einer Ver6ffentlichung der 

WlPO, zu entnehmen. 

Die in diesen Anmerlujngen verwendeten Begriffe 'Artiker, "Regel* und "Abschnitt* beziehen sich jeweils auf die Bestimmungen des 
PCT-Vertrags, der PCT-Ausfuhrungsordnung hzw. der PCT>Verwaltungsrichtiinien. 

HINWEISE ZU Anderungen gemAss artikel 19 

Nach Ertialt des intemationalen Recherchenberichts hat der Anmetder die M6gliehkeit, einnfial die AnsprOche der intemationaJen 
Anmeldung zu ^dem. Ea ist jedoch zu betonen, daB, da alle Teile der intemationalen Anmeldung (AnsprOche, Beschreibung und 
Zeichnungen) wShrend des intemationalen vorldufigen PrOfungsverfahrens ge&ndert werden kdnnen, normalerweise keine Nk>twendigkeit 
besteht, Anderungen der AnsprOche nach Artikel 1 9 einzureichen, auBer wenn der Anmelder z.B. zum Zwecke eines voriSufigen 
Schutzes die Verdffentlichung dieser Anspruche wOnscht Oder ein anderer Grund fOr eine Anderung der AnsprOche vor ihrer intematk^na- 
len Verdffentlichung vorliegt. Weiterhin tst zu beaehten, daB ein voriSufiger Schutz nur in einigen Stamen erhSltlich ist 

Welche Telle der Intemationalen Anmeldung kdnnen geSndert werden? 

Im Rahmen von Artikel 1 9 kdnnen nur die Anspruche ge^dert werden. 

In der intemationalen Phase kdnnen die AnsprOche auch nach Artikel 34 vor der mit der intemationalen vori&ufigen PrOfung beauf- 
tragten Behdrde gefindert (oder nochmals geindert) werden. Die Beschreibung und die Zeichnungen kdnnen nur nach Artikel 34 
vor der mit der intemationalen vortduftgen PrOfung beauftragten Behorde geandert werden. 

Beim Eintritt in die nationale Phase kdnnen alle Teile der intemationalen Anmeldung nach Artikel 28 oder gegebenenfalls Artikel 
41 ge&ndert werden. 

Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Innerhalb von zwet Monaten ab der Ubermittlung des intemationalen Recherchenberichts oder tnnerhatt) von sechzehn Monaten ab 
dem Prioritdisdatuni, je nachdem, welche Frist spAXer abl&jft. Die Andemngen gelten jedoch als rechtzeitig eingereicht, wenn sie 
dem Intemationalen BOro nach Ablaut der maBgebenden Frist, aber noch vor AbachluB der technischen Vort)ereitungen fOr die 
Internationale Verdffentlichung (Regei 46.1) zugehen. 

Wo sind die Anderungen nieht einzureichen? 

Die Anderungen kdnnen nur beim IntemaUonaien BOro, nk^ht aber beim Anmekieamt oder der Intematmnalen Recherchenbehdrde 
eingereicht werden (Regel 46.2). 

Falls ein Antrag auf intematbnale vorlAufige PrOfung eingereicht wurdeAvird, siehe unten. 

In wek:tier Form kdnnen Anderungen erfolgen? 

Eine Anderung kann erfolgen dureh Streichung eines oder mehrerer ganzer AnsprOche, durch HinzufOgung eines oder mehrerer 
neuer AnsprOche oder durch Anderung des Wortlauts eines Oder mehrerer AnsprOche in der eingereichten Fassung. 

FQr jedes Anspruchsblatt. das sich aufgrund einer oder mehrerer Anderungen von dem ursprOnglich eingereichten Blatt 
unterschekdet, ist ein Ersatzblatt einzureichen. 

Alle AnsprOche, die auf einem Ersatzblatt erscheinen, sind mit arabischen Ziffem zu numerieren. Wird ein Anapruch gestrichen, so 
brauchen, die anderen ArrsprOche nicht neu numeriert zu werden. Im Fall einer Neunumerierung sind die AnsprOche fortlaufond zu 
numerieren (Verwaltungsrichtlinten, Abschnitt 205 b)). 

Die Anderungen sind In der Spraehe abztifaesen, In dar dielntemationale Anmeldung vardffentllclit wird. 

Welche Unterlagen sind den Anderungen belzufOgen? 
Beglettschrelben (Abschnitt 205 b)): 

Die Anderungen sind mit einem Begleitschreiben einzureichen. 

Das Begleitschreiben wird nksht zusammen mit der intemationalen Anmeldung und den geftnderten Anspruchen verdffentlicht. Es 
ist nicht zu venvechsein mit der "EridArung nach Artikel 19(1)" (siehe unten, 'Erkldrung nach Artikel 19 (I)*), 

Das Begleitschreiben ist nach Wahl des Anmelders in engllscher oder franzdsischer Spracha abzufassen. Bel engllschspra- 
chigen Intemationalen Anmeldungen ist das Begleitschreiben aberabenfails In engllscher, bel franzoslschspraehigan inters 
nationalen Anmeldungen In franzdsischer Spraehe abzufassen. 
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ANMERlHI^EN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 (^^^ 



tzung) 

Lll,^®*^!**^'®**?" *L"*^ die Unterschiede zwischen den AnsprQchen in der etngereichten Fassung und den geflnderten Ansorflchan 

mab^ondere zu jedem Anspruch in der intemationalen Anmeldung an^ugeben (gleichlautende ^^g^n 
verachiedenen Anspruchen konnen zusammengefaOt warden), ob » w vw «o ^gooen zu 

i) der Anspnjch unverdndert tst; 

ii) der Anspruch gesbichen worden ist; 
iiO der Anspruch neu ist; 

IV) der Anspruch einen odor mehrere AnspnQche in der eingereichten Fassung ersetzt; 

der Anspruch auf die Teilung eines Anspruchs in der eingereichten Fassung zurdckzufOhren ist. 



V) 



Im folgafiden sind Beispiele angageben, wie Anderungen im Beglettschreiben zu erfdutem sind: 

1. fWenn anstelle ^«>n ureprunglich 48 AnsprOchen nach der Anderung einiger Anspruche 51 Anspn3che existierenl- 

30 a^'^fi^u JL a ' ^'^I ^ ^^^^ gear^derte Ans^rtche gleicher'^^rS^^r^^^^^ AnsprOche 

30, 33 und 36 unver&ndert; neue Anspnilche 49 bis 51 hinzugefugt. • " 

^' •G^rtit^s'SS^?^^ Anspmchen nach der Anderung alter AnsprOche 1 1 Anspruche existierenl: 

ueanderte AnsprQche 1 bis 1 1 treten an die Stelle der Anspriiche 1 bis 15." 

^^^t^'J.^'^l^T' 14 unverandort; AnsprQrfie 7 bis 13 gestrichen. neue Ansprdcha 15, 16 und 17 hinzugefOflt.'Od^ An- 
»pracho7bi8l3go8trK5hen;neueAn«pruche15.16urKJ17hinzugofQgt;alle0biigenAnspriV* 
4. [Wonn verachiedene Arten von Anderungen durchgefQhrt worden J 

l^rf?^i'li:ISiT''*"*^'!','V'*'*^'=*2 1 1 bis 13. 18 und 19 gestrichen; Ansprache 14. 15 und 16 durch geAnderten An- 
spruch 14 ennrtzt: Anspruch 1 7 .n geandeite AnsprOche 15. 16 und 1 7 unterteilt; neue AnsprQche 20 und 21 hinaigeMgl!- 

'EffcUning nach Artikel 19(1)" (Regel 46.4) 

B^Ilib^n"- .!IJh r^"*"!^""*™"? f"* Anderungen arl&Jtert und ihre Auswirkungen auf de 

Beschreibung und die Zeiehnungen dargeiegt werden (die nicht nach Artikel 1 9 (1 ) gedndert werden kfinnen) 

Die ErMArung wild zusainman mit der intemationalen Anmeldung und den gednderten AnsprOchen verOffentlicht. 
Sle tot in dw Spiaoh* abxtitess«n. in der die intonwHonaiMiAninaldung vwMtentllelit wird. 

WeitS! uilf!^""*" ^^o' Sprache abgefaBt oder Ins Englische Obeisetzl. nicht mehr ata 500 

einaljSS f^^.Z^^^*"^ Be8l«««chrail«n. das «.f die Unterschiede zwischen den Ansprilchen in der 

e nS«i^ un^^M^^^^S*",^^^ ""'^ ™*»- -"f elnerii gesondert. n Bait 

einzureichen und in der Uberschnft als solche zu kennzeichnen. vorzugsweise mit den Worten -Erldarung nach Artikel 19 (1)*. 

sLrid^^Sl^BhtJl^tj-^'^^^ intemationalen Recherchenbericht oder die Bedeutung von in dem 

a^^3 aur^^^™^2LT2'" f T int-m^onaien Recherchenbericht angefOhrte Ve,«ttentlichun- 

nSIme^ beatiinmten Anspruch beziehen, nur im Zusammenhang mit einer Anderung diesU Anspmehs Bezug 

Auswirkungen eines bereits gesteltten Antrags auf intematfcmaievoriauflge PrOfung 

gtstewJ wS^l^^te'2!! '3 bereits ein Antrag auf intomationate voriSufige PrOfung 

^r^Ti^^^K^^^^^l^^^^'^.*!^'^ 9l«dueitig mit der Einreichung der Andeningen bei^ Intem^ion alen 
R^S^S Terat^ S^) "^'^ .ntamationalen voriAufigen PrOfung beauftragen ^horde einreichen (siehe 

il25SS2S PhSir'' hinalchWch der OberseUung derfntafnaUonaien AnmeMung beim BntrM in die 

^''**" " nationale Phase mSgiichenweise anstatt oder zusStzlich zu der Uber- 
S^m"Srtt0^iKir.:ntrrr«^^ .^ne Ube„etzung der 19g.^en AnsprOC^. an'ie*^^ 

SfSrt'^hm^"'*"" "'^ Erfbrdemisse jedes bestimmten/ausg.wahlten Amts sind Band II des PCT-Leittadens fur AnmeJder 
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PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
3443P100WO HO/sw 


See Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION preiiminan' Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International appiication No. 


International filing date {day/month/year) 


Priority date {day/mouth/year) 


PCT/EPOO/07763 


10 August 2000 (10.08.00) 


19 August 1999(19.08.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




C07K1/00 






Applicant 


M-PHASYS GMBH 





1. This international preiiminao' examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. 



This REPORT consists of a total of 



^ sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priori t>' 

Non-establishment of opinion with regard to novelt>% inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability: 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date of submission of the demand 

10 March 2001 (10.03.01) 


Date of completion of this report 

29 November 2001 (29.11.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 

Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (Januar>' 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/EPOO/07763 



L Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.). 



^ the international application as originally filed. 

the description, pages ^-^7 ^ as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of 



^ the claims, 



Nos. 
Nos- 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-16 



. , as originally filed, 
, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



09 November 200 1 (09. 1 1 .200 1 ) 



[ I the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

□ 

the claims. Nos. 
□ the drawings, sheets/fig 



I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessar>': 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



I Intemaiionai application No. " 
PCT/EP 00/07763 




Citations and explanations 

Reference is made to the following documents: 



D 

D2: 



D4: 
D5: 
D6: 
D7: 
D8: 
D9: 
DIO: 
DIG 



Biochemical Society Transactions 27, July 1999, page A141 
FEES Letters, 432, pages 21-26 
J. Biol. Chem. 262(10), pages 4486-4491 (1987) 
J. Biol. Chem. 267(9), pages 581 1-5816 (1992) 
Biochemistry 35, pages 16077-16084 (1996) 
EP-A-334 278 (Bredt & Fuchte) 
DE-A-3 014 189(EMBL) 
WO-A-94/0057 (Pasteur Merieux) 
EP-A-321 606 (ImmunoAG) 
: WO-A-98/10789 

was incorrectly cited as WO-A-98/1 9789 in the search report. 



The arguments and restrictions presented by the applicant are adequate to ensure the 
novelty and inventive step for the subject matter of Claims 1 to 14. In contrast 
objections are raised to Claims 15 and 16 because the subject matter of these Cairns is 
not novel or inventive. Dl and D5 include purified and refolded G-protein-coupled 
receptors that have been reconstituted in fatty liposomes. Incidentally the 
reconstitution in liposomes is the usual way to prepare membrane protlins (including 
receptors) in a pure condition. Furthermore, the use of allcyl glycosides in refolding of 
O protem-coupled receptors is mentioned in Dl and D5. 



Form PCT/IPEA/409 (Bo.x V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/EP 00/07763 



VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fullv 
supported by the description, are made: 



The applicant has not made clear how the expression "partial sequences, homologous 
sequences etc." (Claims 1 and 16) should be understood. Therefore an objection is 
raised to Claims 1 and 16 within the meaning of PCT Article 6 and PCT Rule 6 since 
these claims are not completely clear. 
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PATENT COOPERATION TREATN 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 
(PCT Rule 61.2) 


To: . ^ ; 

Comnnissioner 

US Department of Comnnerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

201 1 South Clark Place noom 
CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 

t—r-A-rC 1 IKIIC r^'AMPRIOIlF 

ETATS-UiMlo U Aivicnivjuc 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 
16 May 2001 (16.05.01) 


International application No. 
PCT/EPOO/07763 


Applicant's or agent* s file reference 
3443P100WO HO/sw 


tntemationat filing date (day/monttWear) 
10 August 2000(10.08.00) 


Priority date (day/month/year) 
19 August 1999 (19.08.99) 


Applicant 

KIEFER. Hans et al ■ ■ ^ 



1. The designated Office Is hereby notified of its election made: 

[X] in the demand filed with the International Prelimlnaiy Examining Authority 

10 March 2001 (10.03.01) 



Q in a notice effecting later election filed with the International Bureau 



The election ^] was . " 
I I was not 

made before the expiration ofiemonths from the priorrty date or.where Rule 32 applies, withinthe time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WlPO 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneva 20. Switeerland 



Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 



Authorized officer 

Juan Cruz 

Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



EP0007763 



nXCeR 



INTERNATIONSCeR RECHERCHENBERICirr 



In itionales Aktenxeichen 

PCT/EP 00/07763 



KLASSIFIZIEHUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

>K 7 C07K1/113 



Nach der tmernationalen Paientklassifikalion (IPK) Oder nach der nationaten KtassifikaUon und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierier Mindestprufstoft (Klassilikalionssysiem und Klassilikaiionssymbole } 
PK 7 C07K 



Recheichierte aber nich! zum Mindesipriifsiott gehorende Verfiftemiichungen. soweit diese unter die recheichierten Gebieie (aUen 



wahrend der internationalen Recherche konsultierie eleWronische Datenbank <Name der Dalenbank und evil, verwendeie Suchbegritfe) 

WPI Data, CHEM ABS Data, BIOSIS 



C. ALS WESENTLICH AMGESEHEWE UtfTERLAGEN 



Kaiegorie" 



Bezeiciinung der veroffentiichung. sowett efforderiich unter Angabe der in Betracht koirvnenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



H ROGL ET AL.: "Refolding of Escherichia 
coli produced membrane protein Inclusion 
bodies immobilized by nickel chelating 
chromatography" 
FEBS LETTERS, 

Bd. 432, Nr. 1, 1998, Seiten 21-26, 

XP002130408 

AMSTERDAM NL 

in der Anmeldung erwahnt 

das ganze Dokument 



1-16 



Weitere Ver6ftenUk:hungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



ID 



Siehe Anhang Patentfamilie 



» Besondere Kaiegorien von angegebenen Verottenllichungen 

•A' VertMfenlltahung, die den allgenrieinen Siand derTechnikdefinieri. 
aber nicht ais besonders bedeutsam anzusehen ist 

•E* Alteres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem intemattonalen 
Anmekledatum veroffentlicht woiden ist 

'L' Veroffentltehung. die geeignet ist. einen Priorltatsanspruch zweifettiatt er- 
scheinen zu lassen. oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentiichung beiegi werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

•O* Veroffentiichung. die sichaufelne mflndifche Otfentarung, 

eine Benutzung. eine Aussiellung Oder andeie MaBnahmen bezieht 
•p» Veroftenttichung. die vor dem intematkmalen Anmektedalum. aber nach 
dem beanspruchten Priofttatsdatum vereftentilcht worden ist 



•T Spdtere Veroffentiichung. die nach dem internationalen Anmeldedalum 
Oder dem Pnoritatsdatum veroffentlicht worden ist und mil der 
Anmeldung nfcht kollUiert. sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeilegenden Prinzips oder der ihr zugrundeiiegenden 
Theorie angegeben ist 

■X* Verdffenllichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann allein au^nd dieser Veroffentltehung nicht ais neu oderauf 
ertinderischer Tfltigkeit beruhend betrachtet werden 

•Y* Ver6ffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann nteht ais aut ertinderischer TStigkelt beruhend betrachtet 
werden. wenn die Veroffentiichung mil einer oder mehreren anderen 
Veidffentlfcbungen dieser Kategorie in Verbindung gebracW witd und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Vertiffentllchung. die Milglled derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemattonalen Recherche 

14. Harz 2001 



Absandedatum des internationalen Recherchenberichts 



28/03/2001 



Name und PostanschrW der lntematk>nalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt. P B. 5618 Patenliaan 2 
NL-2280HVRI|swi|k 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70)340-3016 



Bevollmachligter Bediensteler 

Masturzo, P 
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INTERNATIOl 



RECHERCHENBEKICHT 





In. ationalesAkteiueichen 




PCT/EP 00/07763 



Kalegoiie* 



• I BezeK*nungderVeron«nt«chung.sowBienoideriichiinterAngal>edeiii.Belraehl Kommenden Teile 



H KIEFER ET AL.: "Expression of an 
olfactory receptor In Escherichia coll: 
purification, reconstitution and llgand 

binding" 
BIOCHEMISTRY. , 

Bd. 35, Nr. 50. 1996, Seiten 16077-16084, 
XP002130409 

AMERICAN CHEMICAL SOCIETY. EASTON, PA., US 

ISSN: 0006-2960 

in der Anmeldung erwShnt 

das ganze Dokument 

WO 98 19789 A (CONNAUGHT) 

14. Mai 1998 (1998-05-14) 
das ganze Dokument 

EP 0 334 278 A (BREDT ET AL.) 
27. September 1989 (1989-09-27) 
Anspruch 1 

WO 95 03069 A (NORTH AMERICAN VACCINE 
INC.) 2. Februar 1995 (1995-02-02) 
Beispiel 6 

OE 30 14 189 A (K SIMONS & A HELENIUS) 

15. Oktober 1981 (1981-10-15) 
das ganze Dokument 

UO 94 00557 A (CNRS) 

6. Januar 1994 (1994-01-06) 

das ganze Dokument 

S TANDON & P M HOROWITZ: "Detergent 

assisted refolding of guanidlnium 

chloride-denatured" 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY., 

Bd. 262, Nr. 10, 1987. Seiten 4486-4491, 

XP002089255 

AMERICAN SOCIETY OF BIOLOGICAL CHEMISTS, 
BALTIMORE, MD., US 
ISSN: 0021-9258 
das ganze Dokument 

G ZARDENETA & P M HOROWITZ: 

"Micelle-assisted protein folding" 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY., 

Bd. 267. Nr. 25, 1992. Seiten 5811-5816, 

XP000262801 

AMERICAN SOCIETY OF BIOLOGICAL CHEMISTS, 
BALTIMORE, MD. , US 
ISSN: 0021-9258 
das ganze Dokument 
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1-16 
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INTERNATIOl 



# 



RECHERCHENBERICHT 



In itionales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/07763 



C.(Fortsettung) ALS WESENTL1CH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie- I Bezeicnnung der VerdBenUichung. soweil ertorderiich unier Angabe der in Belracht kommenden Teite 



Beir. Anspruch Nr. 



o.P. 



o.x 



EP 0 321 606 A (IMMUNO AG) 
28. Juni 1989 (1989-06-28) 
das ganze Dokument 

H KIEFER ET AL.: "Refolding of 
G-proteln-coupled receptors from inclusion 
bodies produced in Escherichia coll" 
BIOCHEMICAL SOCIETY TRANSACTIONS., 
Bd. 27, Nr. 6, Dezember 1999 (1999-12), 
Seiten 908-912, XP000991446 
COLCHESTER, ESSEX, 68 
ISSN: 0300-5127 
das ganze Dokument 

H KIEFER ET AL.: "Refolding of 6 
protein-coupled receptors from inclusion 
bodies " 

BIOCHEMICAL SOCIETY TRANSACTIONS., 

Bd. 27, Juli 1999 (1999-07), Seite A141 

XP002162857 

COLCHESTER, ESSEX, GB 

ISSN: 0300-5127 

das ganze Dokument 
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(Nale: 




INTERNATIONSiR RECHERCHENBERICffT 



Angaben 2u Verollenlliehiingen. de zur selben Paienllarailie gehoren 



In. .lionales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/07763 



1 im Recherctienbericht 
angeftihrtes Patentdokument 


Oatum der 
Verdttentlichung 


Mitglied(er) der 
Patentfamilie 


Datum def 
Verfiffentlichung 

1 r no onnn 



AU 
EP 



0946283 



A 
A 



06-10-1999 



EP 334278 A 27-09-1989 



DE 
AU 
AU 
JP 
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